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RESUMEN EJECUTIVO

La céscara de la vaina de Theobroma cacao L. es un residuo agroindustrial con contenido de
compuestos fenolicos, los cuales poseen actividad antioxidante y pueden ser aprovechados en
el desarrollo de productos para los sectores farmacéuticos y cosméticos. Su utilizacion
contribuye ademas a la valorizacion de subproductos agricolas y a la reduccion del impacto
ambiental. La extraccion de compuestos fendlicos se realizd mediante bafio ultrasonico
utilizando un disefio factorial 2 al cubo, donde se evalu6 la concentracion de etanol al 50 y 70
por ciento, la relacion solido-liquido de 1 en 20 y 1 en 6 y temperaturas de 30 y 40 grados
centigrados. Posteriormente, el extracto seleccionado fue concentrado e incorporado en
formulaciones de gel topico al 3, 5 y 7 por ciento, correspondientes a las formulaciones A, By
C. Los resultados mostraron que la mayor recuperacion de polifenoles se obtuvo con etanol al
70 por ciento, relacion solido-liquido 1 en 20 y 30 grados centigrados, alcanzando 19,03 mg
de 4cido galico por gramo de muestra seca. El extracto present6 una inhibicion antioxidante de
71,28 por ciento y una capacidad antioxidante de 407,596 micro moles de Trolox por litro.
Todas las formulaciones cumplieron con criterios fisicoquimicos y la formulacion A fue
seleccionada como la mas optima, debido a que no presento6 diferencias significativas respecto
a la formulacion B, alcanzando un 54,028 por ciento de inhibicion y 305,759 micro moles de
Trolox por litro. Los resultados evidencian el potencial de la cascara de cacao como fuente de
compuestos bioactivos.

Palabras clave: céscara de cacao, polifenoles, actividad antioxidante, gel topico, extraccion

bafio ultrasonico.
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ABSTRACT

The husk of the Theobroma cacao L. pod is an agro-industrial residue containing phenolic
compounds, which possess antioxidant activity and can be used in the development of products
for the pharmaceutical and cosmetic sectors. Its use also contributes to the valorization of
agricultural byproducts and the reduction of environmental impact. The extraction of phenolic
compounds was carried out using an ultrasonic bath with a 2 cubed factorial design, where
ethanol concentrations of 50 and 70 percent, solid-liquid ratios of 1:20 and 1:6, and
temperatures of 30 and 40 degrees Celsius were evaluated. Subsequently, the selected extract
was concentrated and incorporated into topical gel formulations at 3, 5, and 7 percent,
corresponding to formulations A, B, and C. The results showed that the highest polyphenol
recovery was obtained with 70 percent ethanol, a solid-to-liquid ratio of 1, at 20 and 30 degrees
Celsius, reaching 19.03 mg of gallic acid per gram of dry sample. The extract exhibited
antioxidant inhibition of 71.28 percent and an antioxidant capacity of 407,596 micromoles of
Trolox per liter. All formulations met physicochemical criteria, and formulation A was selected
as the most optimal, as it showed no significant differences compared to formulation B,
achieving 54.028 percent inhibition and 305,759 micromoles of Trolox per liter. These results
demonstrate the potential of cocoa husk as a source of bioactive compounds.

Keywords: cocoa husk, polyphenols, antioxidant activity, topical gel, ultrasonic bath

extraction.
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CAPITULO I.- MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Justificacion del problema

Hoy en dia, el envejecimiento cutaneo y el deterioro progresivo de la piel provocado
por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), generadas por estresores
ambientales como la radiacion ultravioleta (UV) y el metabolismo celular, constituyen un
problema dermatoldgico creciente. Estos factores danan lipidos, proteinas y ADN, generando
pérdida de firmeza y el desarrollo de arrugas en la piel (Hussen et al., 2025). Ante esta
problematica, es necesario contrarrestar el estrés oxidativo mediante compuestos con actividad
antioxidante, considerados esenciales en cosmecéuticos (Budzianowska et al., 2025). Los
geles topicos se presentan como vehiculos idoneos debido a su estabilidad, rapida absorcion y
capacidad para facilitar la liberacion del principio activo sobre la piel (Valentin et al., 2025).
Entre los compuestos naturales con potencial antioxidante destacan los polifenoles, moléculas
reconocidas por su capacidad para neutralizar radicales libres (Sun et al., 2022).

Ecuador es reconocido como uno de los principales productores de cacao a nivel
mundial (Heredia-R et al., 2024). Sin embargo, el procesamiento del fruto de Theobroma
cacao L se centra principalmente en el aprovechamiento de las semillas, mientras que la cascara
de la vaina que representa aproximadamente el 70—80 % del peso total del fruto, es descartada
como residuo agroindustrial (Vargas-Arana et al., 2022). Esta situacion genera contaminacion
ambiental y desaprovechamiento de compuestos bioactivos. Estudios recientes reportan que la
cascara presenta un contenido promedio de polifenoles totales de 5.64 + 1.39 mg GAE/g y una
actividad antioxidante del 84.34 %, evidenciando su potencial como fuente natural de
antioxidantes (Rahayu et al., 2023).

Por ello, el presente proyecto se orienta al disefio de una formulacion topica a base del
extracto de polifenoles de la cascara de la vaina de Theobroma cacao L., con el propdsito de
desarrollar un prototipo de gel con potencial efecto antioxidante. Esta investigacion busca
contribuir tanto a la proteccion de la piel frente al dafio oxidativo como al aprovechamiento
sostenible de un subproducto agroindustrial, promoviendo la generacion de valor agregado

dentro de la cadena productiva del cacao.



1.1.2 Theobroma cacao L. y caracteristicas de la cdscara

1.1.2.1 Generalidades del cacao

El cacao (Theobroma cacao L.) es una especie perenne perteneciente a la familia
Malvaceae, ampliamente cultivada en regiones tropicales debido a su alto valor econdémico,
nutricional y funcional, lo que lo convierte en un cultivo de gran importancia a nivel mundial
(Caicedo-Vargas et al., 2022). Este arbol es originario de la cuenca amazonica y produce
frutos denominados mazorcas (Figural), los cuales estan conformados por una cascara externa
y semillas recubiertas de mucilago que constituyen la materia prima esencial para la industria
chocolatera (Jean-Marie et al., 2022).
Figura 1

Partes de Throbroma cacao L

céscara de vaina de cacao

r Rl

Epicarpio ———p

Endocarpio

Cacao =

Placenta —p

granulos de

mucilago

Mesocarpio ‘

Nota: Obtenida a partir de Meza-Sepulveda et al. (2024).

En el Ecuador, el cacao es reconocido por la calidad de sus variedades, especialmente
el cacao fino de aroma, lo que ha permitido posicionar al pais como uno de los principales
exportadores a nivel internacional. La produccion nacional ha alcanzado volimenes
significativos, en 2024 la produccidn nacional alcanzé aproximadamente 403 699 toneladas
métricas, consolidindose como el segundo producto de exportacion no petrolero y no minero
del pais (INEC, 2024).

1.1.2.2 Cascara de cacao como residuo agroindustrial

Durante el procesamiento del cacao se generan grandes cantidades de subproductos,
siendo la cascara de la mazorca uno de los residuos mas abundantes, ya que representa entre el

70 % y el 80 % del peso seco del fruto. Este residuo suele ser descartado sin un tratamiento



adecuado, lo que provoca la acumulacion de materia organica en descomposicion y favorece
la proliferacion de microorganismos, generando impactos ambientales negativos (Vargas-
Arana et al., 2022).

1.1.2.3 Composicion quimica de la cascara de cacao

La cascara de cacao presenta una composicion quimica rica en compuestos de interés
nutricional y funcional, destacandose su alto contenido de fibra dietética, tanto soluble como
insoluble, incluyendo pectinas, celulosa y lignina, lo que le confiere propiedades estructurales
importantes. También, contiene polisacaridos no amildceos como hemicelulosas, los cuales
contribuyen a sus caracteristicas fisico-quimicas y funcionales en aplicaciones industriales
(Caicedo-Vargas et al., 2022).

Ademas de su fraccion estructural, la cascara de cacao contiene diversos compuestos
bioactivos de interés, entre los que destacan los polifenoles, responsables de su actividad
antioxidante, asi como metilxantinas como la teobromina y minerales esenciales. Estos
compuestos contribuyen a sus propiedades funcionales y potencial aplicacion en la industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética. La presencia de estos metabolitos secundarios refuerza
el valor de este residuo agroindustrial como fuente de compuestos naturales con beneficios

bioldgicos (Quiceno-Suarez et al., 2024).

1.1.3 Definicion y clasificacion de los polifenoles

Los polifenoles son metabolitos secundarios de origen vegetal ampliamente
distribuidos en frutas, vegetales, cereales, café y bebidas como el vino tinto. Se caracterizan
por su diversidad estructural, lo que permite clasificarlos en diferentes grupos como
flavonoides, acidos fenolicos, lignanos, taninos y estilbenos. Esta clasificacion se basa en la
estructura quimica de sus compuestos, particularmente en el nimero y disposicion de los
anillos aromaticos y grupos hidroxilo, lo que influye directamente en sus propiedades
bioldgicas (Lang et al., 2024).

1.1.3.1 Estructura quimica de los polifenoles

La estructura quimica de los polifenoles se basa en la presencia de uno o mas anillos
aromaticos unidos a grupos hidroxilo (-OH), los cuales son responsables de su capacidad
antioxidante. Dependiendo de su complejidad estructural, estos compuestos pueden presentarse
(Figura 2) como acidos fenolicos simples, cumarinas o flavonoides, siendo estos ultimos los
mas abundantes y estudiados. Los flavonoides presentan una estructura caracteristica de tres
anillos (a, b y ¢), lo que les confiere una alta capacidad de interaccion con radicales libres

(Lang et al., 2024).



Figura 2

Estructura quimica de los polifenoles
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Nota: a). Acidos Fenolicos, b). Cumarinas, c). Flavonoides; obtenida a partir de Correales
Guevara, (2022).

Como se observa en la Figura 2, los polifenoles presentan diferentes configuraciones
estructurales, desde formas simples como los acidos fenolicos hasta estructuras mas complejas
como los flavonoides. Estas variaciones influyen directamente en su estabilidad, solubilidad y
actividad biologica, especialmente en su capacidad para actuar como antioxidantes.

1.1.3.2 Polifenoles presentes en el cacao

La céscara de cacao, considerada un subproducto del procesamiento de Theobroma
cacao, ha sido identificada como una fuente importante de compuestos fenolicos,
especialmente flavonoides y acidos fendlicos. Aunque su contenido es menor en comparacion
con el grano, diversos estudios reportan que la cascara ain conserva cantidades significativas
de catequinas, epicatequinas y procianidinas, ademas de compuestos como acido galico y acido
protocatecuico. Estos polifenoles contribuyen a su capacidad antioxidante, permitiendo
neutralizar especies reactivas de oxigeno y posicionando a la cidscara como un material de
interés para aplicaciones biotecnologicas y farmacéuticas (Gomez et al., 2025).

El contenido fenolico de la cascara de cacao puede verse influenciado por factores como
el proceso de fermentacion, secado y tostado, los cuales pueden reducir o modificar la
concentracion y estructura de estos compuestos. A pesar de ello, se ha demostrado que este
residuo agroindustrial mantiene una actividad antioxidante relevante, lo que ha impulsado su
valorizacion en la obtencion de extractos bioactivos. En este ambito, la cascara de cacao
representa una alternativa sostenible para el aprovechamiento de subproductos, con potencial
en el desarrollo de ingredientes funcionales y aplicaciones en la industria cosmética y

alimentaria (Gomez et al., 2025).



1.1.3.3 Actividad antioxidante de los polifenoles

Los polifenoles son ampliamente reconocidos por su elevada capacidad antioxidante,
la cual se fundamenta (Figura 3) en su habilidad para donar atomos de hidrégeno o electrones,
actuando como agentes reductores frente a diversas especies reactivas de oxigeno, tales como
el radical hidroxilo, el anion superdxido y el perdxido de hidrogeno. Esta propiedad se debe
principalmente a la presencia de grupos hidroxilo en su estructura quimica, que permiten
estabilizar radicales libres al formar compuestos menos reactivos, contribuyendo asi a
disminuir los procesos de oxidacidn en sistemas biologicos (Correales Guevara, 2022).

Figura 3

Mecanismo de accion de los antioxidantes
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Nota: Obtenido de Serra Bisbal et al. (2020).

Los polifenoles pueden actuar mediante diferentes mecanismos antioxidantes. Por un
lado, donan electrones o a&tomos de hidrogeno a los radicales libres, estabilizandolos y evitando
la propagacion de reacciones en cadena. Por otro lado, presentan la capacidad de quelar metales
de transicion como el hierro y el cobre, los cuales favorecen la generacion de especies reactivas.
Esta doble accion fortalece su papel en la proteccion celular frente a los efectos del dafio

oxidativo (Serra Bisbal et al., 2020).

1.1.4 Métodos de extraccion de polifenoles

La extraccion de polifenoles es un proceso fundamental para la obtencion de

compuestos bioactivos a partir de matrices vegetales, el cual permite aislar sustancias con



potencial antioxidante y aplicaciones en la industria alimentaria, farmacéutica y cosmética. La
eficiencia de este proceso depende tanto del método empleado como de las condiciones
operativas utilizadas (Silvia et al., 2025).

1.1.4.1 Métodos convencionales y no convencionales

Los métodos convencionales de extraccion de compuestos fendlicos se basan
principalmente en técnicas s6lido-liquido como la maceracion, Soxhlet o hidrodestilacion, en
las que se emplean disolventes organicos o mezclas con agua para solubilizar estos compuestos
a partir de matrices vegetales. La eficiencia del proceso depende en gran medida de la polaridad
del disolvente y de la estructura quimica de los fenoles, incluyendo su tamafio molecular y la
presencia de grupos funcionales. Aunque estos métodos son ampliamente utilizados por su
simplicidad, presentan desventajas como largos tiempos de extraccion, alto consumo de
disolventes y baja selectividad, lo que puede afectar la calidad del extracto obtenido (Lama-
Muiioz & Contreras, 2022).

En contraste, los métodos no convencionales han sido desarrollados para optimizar la
extraccion de polifenoles mediante el uso de tecnologias que mejoran la transferencia de masa
y reducen las condiciones de operacion. Entre estos destacan la extraccion asistida por
ultrasonido, microondas, fluidos supercriticos y liquidos presurizados, los cuales permiten
obtener mayores rendimientos en menor tiempo y con menor uso de disolventes. Ademas,
algunas técnicas emergentes incorporan enfoques mas sostenibles, disminuyendo la
degradacion de los compuestos y mejorando la eficiencia del proceso, aunque en ciertos casos
requieren equipos especializados que incrementan los costos de implementacion (Silvia et al.,
2025).

1.1.4.2 Factores que influyen en la extraccion de polifenoles

La eficiencia en la extraccion de polifenoles estd determinada por diversos factores que
influyen directamente en la solubilidad, estabilidad y liberacioén de estos compuestos desde la
matriz vegetal. Entre los mas importantes se encuentran el tipo de disolvente, el pH del medio,
la temperatura, el tiempo de extraccion y la relacion solido-disolvente. La eleccion del
disolvente es fundamental, ya que su polaridad debe ser compatible con la naturaleza de los
compuestos fendlicos para maximizar su recuperacion. También, condiciones acidas suelen
favorecer la estabilidad de los polifenoles al reducir su oxidacioén durante el proceso extractivo.
La temperatura y el tiempo también juegan un papel clave, ya que valores elevados pueden
incrementar el rendimiento, pero a su vez pueden provocar la degradacion de compuestos

termolabiles (Silvia et al., 2025).



Por otro lado, las caracteristicas de la muestra, como el tamafio de particula y el
tratamiento previo (secado, molienda o desengrasado), influyen significativamente en la
eficiencia del proceso. Una reduccion del tamafio de particula aumenta el area de contacto con
el disolvente, facilitando la difusion de los compuestos fendlicos. Ademas, la naturaleza
quimica de los polifenoles, incluyendo su grado de polimerizacion y su forma (libres o ligados),
asi como su interaccion con otros componentes de la matriz, también condicionan su
extraccion. En conjunto, la optimizacion de estos factores es esencial para mejorar el
rendimiento y la calidad de los extractos obtenidos (Lama-Muiioz & Contreras, 2022).

1.1.4.3 Extraccion asistida por bafio ultrasonico

La extraccion asistida por bafio ultrasonico es una técnica no convencional ampliamente
utilizada para la recuperacion de compuestos fenodlicos, la cual se basa en el fendémeno de
cavitacion acustica generado por ondas ultrasonicas de alta frecuencia. Este proceso produce
la formacion, crecimiento y colapso de microburbujas en el disolvente, lo que provoca la
ruptura de las paredes celulares de la matriz vegetal y facilita la liberacion de los compuestos
fendlicos hacia el medio extractante. Como resultado, se mejora significativamente la
transferencia de masa, incrementando el rendimiento de extraccidon en comparacion con
métodos convencionales. Ademas, esta técnica presenta ventajas como la reduccion del tiempo
de extraccion, menor consumo de disolventes y operacion a temperaturas relativamente bajas,
lo que ayuda a preservar compuestos termolabiles. Sin embargo, factores como el tiempo, la
temperatura, la potencia y la amplitud de sonicacion deben ser controlados adecuadamente, ya
que condiciones inadecuadas pueden favorecer reacciones secundarias que disminuyan la

concentracion de compuestos fendlicos (Oroian et al., 2020).

1.1.5 Cuantificacion de polifenoles

La cuantificacion de compuestos fenolicos es un paso fundamental en el andlisis de
extractos vegetales, ya que permite evaluar la eficiencia de los métodos de extraccion y
determinar la concentracion de compuestos bioactivos presentes en la muestra. Debido a la
complejidad estructural de los polifenoles y su distribucion heterogénea en las matrices
vegetales, es necesario emplear técnicas analiticas precisas que faciliten su identificacion y
cuantificacion. En este contexto, las metodologias mas utilizadas se agrupan principalmente en
métodos espectrofotométricos y cromatograficos, los cuales permiten cuantificar estos

compuestos con distintos niveles de especificidad y sensibilidad (Silva et al., 2024).



1.1.5.1 Métodos de determinacion de polifenoles

Los métodos espectrofotométricos, especialmente aquellos basados en espectroscopia
UV-Vis, son ampliamente utilizados debido a su simplicidad, rapidez y bajo costo. Estas
técnicas se fundamentan en la capacidad de los compuestos fenolicos para absorber radiacion
a determinadas longitudes de onda, generando una sefial proporcional a su concentracion, la
cual se determina mediante curvas de calibracion con estdndares como 4acido galico o
catequina. No obstante, presentan limitaciones relacionadas con su baja especificidad, ya que
pueden reaccionar con otras sustancias presentes en la matriz. Por otro lado, los métodos
cromatograficos, como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a
detectores UV o espectrometria de masas, permiten una identificacion mas precisa de
compuestos individuales, aunque requieren mayor tiempo, costo y consumo de solventes (Silva
et al., 2024).

1.1.5.2 Método Folin-Ciocalteu

Segun Muiioz-Bernal et al. (2017) el método de Folin-Ciocalteu se basa en una
reaccion de oxido-reduccidon en la que los compuestos fenolicos, como el acido galico,
reaccionan con una mezcla de acidos fosfomolibdico y fosfotingstico en medio alcalino,
generando especies reducidas de molibdeno y tungsteno. En estas condiciones, los fenoles se
transforman en iones fenolato, los cuales son responsables de reducir el reactivo, dando lugar
a la formacion de complejos coloreados. Este mecanismo se ilustra en la Figura 4, donde se
observa la reaccion entre el acido galico y el reactivo de Folin-Ciocalteu.

Figura 4
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Nota: Obtenido de Muiioz-Bernal et al. (2017).
Como resultado de esta reaccion, se forma un complejo de molibdeno reducido (Mo(V))

que produce una coloracion azul intensa, cuya intensidad es proporcional a la concentracion de



compuestos fenodlicos presentes en la muestra. Esta coloracion se cuantifica mediante
espectrofotometria UV-Vis, generalmente a una longitud de onda cercana a 760—765 nm,
permitiendo asi determinar el contenido total de polifenoles. Sin embargo, es importante
considerar que la intensidad de la sefal puede verse afectada por factores como el pH, la
temperatura de incubacion y la presencia de compuestos interferentes, lo que puede influir en
la precision del analisis (Muiioz-Bernal et al., 2017).

La respuesta del método Folin-Ciocalteu depende principalmente de la presencia de
grupos hidroxilo fenolicos (-OH) en la estructura de los polifenoles, los cuales actuian como
donadores de electrones en medio alcalino. De este mismo modo, la cantidad y posicion de
estos grupos funcionales influyen en la capacidad reductora de cada compuesto fenoélico y, por
tanto, en la intensidad de absorbancia registrada durante el andlisis espectrofotométrico (Pérez

et al., 2023).

1.1.6 Determinacion de la capacidad antioxidante

La determinacion de la capacidad antioxidante es fundamental para evaluar el potencial
de compuestos bioactivos, especialmente aquellos presentes en extractos naturales ricos en
polifenoles. Estos compuestos actian como agentes reductores y neutralizadores de radicales
libres, evitando procesos de oxidacion que pueden afectar sistemas bioldgicos o matrices
alimentarias. En este sentido, la actividad antioxidante se relaciona directamente con la
capacidad de donar electrones o atomos de hidrogeno para estabilizar especies reactivas
(Munteanu & Apetrei, 2021).

A lo largo del tiempo, los métodos para medir esta capacidad han evolucionado
considerablemente, pasando de sistemas simples enfocados en la oxidacion lipidica a técnicas
mas especificas que permiten evaluar diferentes mecanismos antioxidantes. Como sefialan
Christodoulou et al. (2022), actualmente existen multiples enfoques que permiten cuantificar
la actividad antioxidante mediante cambios medibles en propiedades como la absorbancia,
facilitando su analisis en muestras de origen vegetal.

Ademas, es importante considerar que la actividad antioxidante no depende de un tinico
mecanismo, sino de la interaccion de diversos factores como la estructura quimica de los
compuestos, su solubilidad y el medio en el que se encuentran. Por ello, Munteanu & Apetrei
(2021), destacan que los ensayos antioxidantes deben seleccionarse cuidadosamente, ya que
cada método evalua un aspecto especifico del comportamiento antioxidante.

Por otra parte, este tipo de ensayo también presenta métodos bioldgicos o in vivo los

cuales permiten evaluar la capacidad antioxidante considerando la respuesta integral de un



organismo frente al estrés oxidativo, proporcionando informacion mdas cercana a las
condiciones fisiologicas reales. El nematodo Caenorhabditis elegans ha sido ampliamente
utilizado como modelo experimental debido a su corto ciclo de vida, facilidad de cultivo y
similitud de diversas rutas celulares con organismos superiores. Estos ensayos permiten
analizar parametros como la supervivencia, longevidad, resistencia al estrés oxidativo,
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y expresion de genes relacionados con
mecanismos antioxidantes. Estudios recientes han demostrado que extractos vegetales ricos en
polifenoles pueden incrementar la resistencia al estrés oxidativo y reducir la acumulacion
intracelular de ROS en C. elegans, evidenciando la activacién de sistemas de defensa
antioxidante asociados a genes como sod-3, gst-4 y skn-1(Reyes-Flores et al., 2025).

Igualmente, existen otros ensayos quimicos ampliamente utilizados para evaluar la
actividad antioxidante. El método de quelacion de metales determina la capacidad de los
compuestos para unirse a iones metalicos como el hierro, evitando la generacion de radicales
libres. Por ello, el ensayo de B-caroteno/acido linoleico evalta la inhibicion de la oxidacion
lipidica mediante la proteccion del B-caroteno frente a su decoloracion. Por otro lado, el método
de reduccion de fosfomolibdeno se basa en la formacion de un complejo verde producto de la
reduccion de Mo(VI) a Mo(V), mientras que el ensayo ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) mide la capacidad de los antioxidantes para inhibir la oxidacion inducida por
radicales peroxilo a lo largo del tiempo (Munteanu & Apetrei, 2021).

En la actualidad, los métodos espectrofotométricos son los mas utilizados debido a su
rapidez, simplicidad y bajo costo. Entre los mas empleados se encuentran ABTS, que mide la
decoloracion del radical ABTS*e en presencia de antioxidantes; FRAP, que evaltia la capacidad
reductora mediante la conversion de Fe** a Fe?*; y CUPRAC, que determina la reduccion de
Cu*" a Cu* formando un complejo coloreado cuantificable. Dentro de este ambito destaca
ampliamente el método DPPH ya que se basa en la disminucion de la absorbancia de un radical
estable, siendo uno de los ensayos mas utilizados para evaluar la actividad antioxidante en
extractos vegetales (Christodoulou et al., 2022).

Entre los distintos métodos utilizados para determinar la capacidad antioxidante, el
ensayo DPPH destaca por su alta sensibilidad, rapidez y facilidad de aplicacion en extractos de
origen vegetal. Este método permite evaluar la capacidad de los compuestos antioxidantes para
neutralizar radicales libres mediante la reduccién del radical estable DPPH, generando una
disminucion de la absorbancia proporcional a la actividad antioxidante de la muestra. Debido
a su reproducibilidad y amplio uso en investigaciones relacionadas con compuestos fenolicos

y productos naturales, el método DPPH se ha consolidado como una de las técnicas
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espectrofotométricas mas empleadas para la evaluacion de la actividad antioxidante en estudios
biotecnoldgicos y farmacoldgicos.

1.1.6.1. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

El método DPPH es uno de los ensayos mas utilizados para determinar la capacidad
antioxidante de extractos naturales, especialmente aquellos ricos en compuestos fendlicos. Este
método se basa en la reduccion del radical libre estable DPPHe mediante la accion de
antioxidantes, los cuales donan electrones o dtomos de hidrégeno, provocando un cambio de
color que puede ser medido espectrofotométricamente (Christodoulou et al., 2022).

El radical DPPH presenta una coloracion violeta intensa, la cual disminuye
progresivamente a medida que es neutralizado por los antioxidantes presentes en la muestra.
Segin Munteanu & Apetrei (2021), esta decoloracién es proporcional a la capacidad
antioxidante del compuesto analizado, lo que permite cuantificar su actividad mediante la
medicidn de la absorbancia.

Una de las principales ventajas de este método es que utiliza un radical estable, lo que
evita la necesidad de generar especies reactivas durante el andlisis, facilitando su aplicacion en
laboratorio. Ademas, diversos estudios han sefialado que este ensayo es rapido, econdémico y
reproducible, siendo adecuado para la evaluacion comparativa de extractos vegetales con

potencial antioxidante (Christodoulou et al., 2022).

1.1.7 Piel y estrés oxidativo cutdnea

1.1.7.1 Estructura de la piel

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y actia como una barrera
protectora frente a agentes externos, ademas de cumplir funciones esenciales como la
regulacion térmica, la proteccion inmunoldgica y la percepcion sensorial. Estructuralmente,
esta conformada por tres capas principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis. La
epidermis es la capa mas externa y esta compuesta principalmente por queratinocitos, los cuales
se organizan en diferentes estratos y participan en la formaciéon de la barrera cutdnea. Por
debajo se encuentra la dermis, constituida por tejido conectivo rico en coldgeno, elastina y
fibroblastos, elementos responsables de la resistencia, elasticidad y firmeza de la piel.
Finalmente, la hipodermis estd formada principalmente por tejido adiposo, el cual cumple
funciones de aislamiento térmico y amortiguacion (Rinnerthaler et al., 2015).

La integridad de estas capas es fundamental para el correcto funcionamiento de la piel.
Sin embargo, factores internos y externos pueden alterar su estructura, afectando su capacidad

de proteccion y favoreciendo procesos de envejecimiento y dafio celular.
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1.1.7.2 Estrés oxidativo en la piel

El estrés oxidativo en la piel se produce como consecuencia del desequilibrio entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad del organismo para
neutralizarlas. Estas especies incluyen radicales libres como el anion superoxido (Oz¢7) y el
radical hidroxilo (*OH)GG asi como compuestos no radicalarios como el perdxido de
hidrogeno (H20:), los cuales pueden acumularse en los tejidos cutdneos y provocar daiio celular
(Xu et al., 2024).En condiciones normales, las ROS participan en procesos de sefializacion
celular; sin embargo, en concentraciones elevadas activan rutas como MAPK, NF-kB y AP-1,
promoviendo la expresion de citocinas inflamatorias y metaloproteinasas de matriz (MMPs),
responsables de la degradacion de coladgeno y elastina. Por ende, pueden inducir dafio en el
ADN y activar mecanismos de apoptosis celular, contribuyendo al deterioro progresivo de la
piel (Wei et al., 2024).

Uno de los principales factores que incrementa la produccion de ROS es la UV. La
radiacion UVA (315-400 nm) penetra profundamente en la dermis y favorece la oxidacion de
lipidos y proteinas, mientras que la UVB (280-315 nm) produce dafio directo en el ADN. Estos
efectos conducen a la pérdida de elasticidad, aparicion de arrugas y procesos inflamatorios,
caracteristicos del fotoenvejecimiento cutaneo (Bernerd et al., 2022).

1.1.7.3 Papel de los antioxidantes en la piel

Los antioxidantes desempefian un papel fundamental en la proteccion de la piel frente
al dafo oxidativo, ya que actiian neutralizando las especies reactivas de oxigeno y evitando la
degradacion de estructuras celulares esenciales. Estos compuestos pueden donar electrones o
atomos de hidrégeno, estabilizando los radicales libres y reduciendo su capacidad de causar
dafio en lipidos, proteinas y ADN (Hussen et al., 2025). De modo que, en el ambito
dermatologico, los antioxidantes contribuyen a mantener la integridad de la matriz extracelular,
protegiendo componentes como el colageno y la elastina, lo que ayuda a preservar la firmeza
y elasticidad de la piel. Debido a estas propiedades, su incorporaciéon en formulaciones
cosmecéuticas ha cobrado gran importancia como estrategia para prevenir el envejecimiento
cutaneo y mejorar la salud de la piel (Budzianowska et al., 2025).

Ademas, los antioxidantes de origen natural, como los polifenoles, destacan por su alta
eficacia bioldgica, lo que los convierte en candidatos ideales para el desarrollo de productos
topicos con actividad protectora frente al estrés oxidativo.

1.1.7.4 Permeacion cutanea y liberacion de compuestos

La permeacion cutanea es el proceso mediante el cual una sustancia aplicada sobre la

superficie de la piel atraviesa sus diferentes capas hasta alcanzar su sitio de accion. Este proceso
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depende de multiples factores, entre ellos las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto
(peso molecular, solubilidad y polaridad), la integridad de la barrera cutanea y el tipo de
formulacion utilizada. La capa mas importante en este proceso es el estrato corneo, que actla
como una barrera selectiva limitando la entrada de sustancias externas. Para lograr una
adecuada permeacion, los compuestos deben poseer caracteristicas que les permitan atravesar
esta capa sin comprometer la estabilidad de la formulacion (Chedik et al., 2024).

La permeacion cutanea puede mejorarse mediante el uso de excipientes y agentes
promotores de absorcion incorporados en la formulacion. Sustancias como el etanol,
propilenglicol, terpenos, surfactantes y ciertos aceites esenciales actuan modificando
temporalmente la estructura lipidica del estrato corneo, aumentando la solubilidad del
compuesto activo y favoreciendo su difusion a través de la piel. Entre ellos, el propilenglicol y
el etanol son ampliamente utilizados debido a su capacidad para incrementar la hidratacion
cutdnea y mejorar la penetracion de compuestos fendlicos y otros metabolitos bioactivos.
Asimismo, algunos sistemas de liberacion como liposomas, nanoemulsiones y ethosomas
permiten optimizar la liberacion controlada y la biodisponibilidad de los principios activos en
formulaciones topicas (Hmingthansanga et al., 2022).

En este sentido, los sistemas topicos como los geles representan una alternativa eficaz
para la administracion de compuestos bioactivos, ya que facilitan la liberacion controlada del
principio activo, mejoran su distribucion sobre la piel y favorecen su absorcion. Ademas,
presentan ventajas como buena estabilidad, textura ligera y rapida penetracion, lo que los
convierte en vehiculos adecuados para la aplicacion de compuestos antioxidantes (Valentin et

al., 2025).

1.1.8 Formulacion de gel

1.1.8.1 Definicion y caracteristicas de los geles

Los geles son sistemas semisolidos constituidos por redes tridimensionales formadas
por particulas coloidales que retienen un liquido, el cual puede ser acuoso, no acuoso o
hidroalcoholico. Esta estructura les confiere propiedades como la capacidad de extenderse
facilmente sobre superficies y un efecto refrescante asociado a su contenido de humedad.
Ademas, los geles presentan una amplia versatilidad en aplicaciones tanto técnicas como
médicas, siendo utilizados en productos de uso cotidiano como cosméticos y formulaciones
farmacéuticas (Wang et al., 2025).

Desde el punto de vista estructural, los geles se clasifican principalmente en hidrogeles

y organogeles, dependiendo del tipo de liquido que se encuentra inmovilizado dentro de su red
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tridimensional. Los hidrogeles tienen la capacidad de absorber grandes cantidades de agua o
fluidos biologicos, mientras que los organogeles presentan menor hidratacion y utilizan
solventes orgdnicos (Wang et al., 2025). Estas caracteristicas influyen directamente en sus
aplicaciones y funcionalidad.

1.1.8.2. Componentes de un gel

Los geles estan constituidos por una combinacion de componentes que permiten la
formacion de una estructura semisolida estable y funcional. En este sentido, Singh et al.
(2025), describen que estos sistemas se elaboran a partir de una fase liquida que es inmovilizada
mediante una red de polimeros, lo que confiere al gel su consistencia caracteristica. Dentro de
esta formulacion, el agente gelificante representa el componente fundamental, ya que es
responsable de generar la estructura tridimensional que retiene el liquido.

De acuerdo a esta investigacion, los agentes gelificantes pueden ser de origen natural,
como la pectina o el agar; semisintético, como la carboximetilcelulosa; o sintético como los
carbomeros, cada uno con propiedades especificas que influyen en la viscosidad y estabilidad
del sistema. Ademas, la formulacion de geles incluye excipientes como conservantes
antimicrobianos, antioxidantes y estabilizantes, los cuales cumplen funciones esenciales para
mantener la integridad del producto y evitar su degradacion a lo largo del tiempo.

En formulaciones que incorporan extractos naturales, los principios activos se dispersan
dentro de la matriz del gel, permitiendo su liberacion. Tal como indican Singh et al., (2025),
esta caracteristica resulta especialmente relevante en sistemas de administracion topica, donde
se busca maximizar el efecto local del compuesto activo y minimizar su absorcion sistémica,
mejorando asi la seguridad y eficacia del producto.

1.1.8.3. Propiedades fisicoquimicas de geles con extractos naturales

Las propiedades fisicoquimicas de los geles son determinantes para su estabilidad,
eficacia y seguridad, especialmente cuando se incorporan extractos naturales ricos en
compuestos bioactivos como los polifenoles. Estas propiedades influyen directamente en el
comportamiento del sistema durante su aplicacion y en la liberacion de los principios activos,
lo que condiciona su funcionalidad en aplicaciones farmacéuticas y cosméticas (Singh et al.,
2025).

Entre los pardmetros mds importantes para la caracterizacion de geles topicos se
encuentran la apariencia, homogeneidad, pH, viscosidad y extensibilidad. La evaluacion de
estas propiedades permite verificar la calidad fisica del producto y detectar posibles
alteraciones durante el almacenamiento. De acuerdo con la norma International Organization

for Standardization (2018), estos parametros forman parte de las caracteristicas que deben ser
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monitoreadas en estudios de estabilidad de productos cosméticos, ya que permiten evidenciar
cambios fisicos o fisicoquimicos que podrian comprometer la funcionalidad y aceptacion del
producto.

El pH constituye un parametro clave en la evaluacion de geles, ya que afecta tanto la
estabilidad del sistema como su interaccion con la piel. En este sentido, Wang et al. (2025)
sefialan que este factor debe encontrarse en un rango de 5,5 y 6,0 esto se justifica debido a que
estos se encuentran proximos al pH fisioldgico de la piel 4,5-7,0 favoreciendo una aplicacioén
segura y minimizando el riesgo de irritacion cutdnea y también interviene en procesos como la
liberacién de compuestos activos y en las transformaciones estructurales del gel, lo que
repercute en su desempeno final.

La viscosidad es otra propiedad fundamental debido a que influye en la capacidad de
extension, adhesion y permanencia del gel sobre la superficie cutanea. Este parametro también
condiciona la liberacion y difusion de los compuestos activos desde la matriz polimérica. Su
determinacion se realiza cominmente mediante viscosimetros rotacionales siguiendo los
procedimientos descritos en la Farmacopea de los Estados Unidos (United States
Pharmacopeia, 2018) para la evaluacion reologica de sistemas semisoOlidos. Para geles
elaborados con carbomeros de grado NF, se reportan especificaciones generales de viscosidad
comprendidas entre 10 000 y 35 000 cP, valores que garantizan una consistencia adecuada para
la aplicacion topica y una correcta estabilidad fisica de la formulacion.

Por otra parte, la apariencia, homogeneidad y extensibilidad permiten evaluar la calidad
fisica y la aceptabilidad de la formulacién. La apariencia y homogeneidad reflejan una
adecuada formacion de la red tridimensional del gel, evidenciando la ausencia de separacion
de fases, precipitados o grumos visibles. La extensibilidad, por su parte, proporciona
informacion sobre la facilidad de distribucion del producto sobre la piel y se relaciona
directamente con las propiedades reoldgicas del sistema. La interaccion entre el agente
gelificante y los compuestos bioactivos también influye en estas caracteristicas, condicionando
la estructura del gel y su capacidad para mantener la estabilidad de los antioxidantes presentes

en extractos naturales (Singh et al., 2025).
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1.2.0bjetivos

1.2.1. Objetivo general

Formular un gel a base de extracto de polifenoles obtenidos de la cascara de Theobroma cacao

L., con actividad antioxidante.

1.2.2. Objetivos Especificos

. Extraer polifenoles a partir de la cascara de la vaina de Theobroma cacao L.
. Determinar la actividad antioxidante del extracto de polifenoles.

. Elaborar un gel topico a base del extracto de polifenoles.
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CAPITULO IL- METODOLOGIA

2.1. Materiales

El presente trabajo de titulacion tuvo un enfoque experimental y se desarrolld en el
laboratorio de investigacion UDIDE, perteneciente a la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato. En la Tabla 1 se detallan los
equipos, materiales y reactivos empleados a lo largo de todo el proceso experimental.

Tabla 1

Materiales y reactivos empleados en el proyecto de investigacion

Reactivos Cantidad
Etanol 96% 3L
Metanol 80% 100 mL
Folin-Ciocalteau 10 mL
Agua destilada 5L
Carbonato de sodio 2¢g
Acido gélico 0.05¢g
Trolox 6.45 mg
DPPH 5.9 mg
Carbopol 940 3g
Glicerina 12 mL
Propilenglicol 30 mL
Metilparabeno 03¢g
Trietanolamina 4.5 mL
Material de Laboratorio Unidades
Cuchillo de acero inoxidable 1
Papel filtro 5
Papel aluminio 1
Botella de vidrio ambar (100 cc) 24
Papel absorbente 1
Placa de 96 pocillos 4
Probeta graduada (100 mL,10 mL) 1
Erlenmeyer (250 mL) 6
Embudos de vidrio 4
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Pipetas graduadas (5 mL, 10 mL) 1
Vasos de precipitacion (50 mL, 250 mL) 5
Micropipeta (20 uL-200 uL, 100 uL-1000 uL) 1
Balon de evaporacion (1L1) 1
Pera de succion 1
Varilla de agitacion 1
Cajas de puntas de micropipetas (200 uL, 1000 1
ul)
Envases para gel 9
Placa Petri 9
Pipeta pasteur
Balon de aforo (10 mL, 50 mL, 100 mL) 3
Materia prima Cantidad
Céscara de la vaina de cacao 300 g
Equipos Tiempo
Estufa 48 horas
Licuadora 20 min
Rotavapor 1 horas
Espectrofotometro UV-VIS Fisher 20 min
Balanza de humedad 30 min
Balanza analitica 1 horas
Plancha de agitacion 5 horas
Baifio ultrasonico 8 horas

Nota. Elaboracion propia

2.2. Métodos

La presente investigacion fue de tipo aplicada, debido a que buscod aprovechar un
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residuo agroindustrial, como es la cascara de la vaina de Theobroma cacao L., para la obtencion
de compuestos bioactivos con potencial antioxidante. El estudio tuvo como finalidad extraer
polifenoles, evaluar su actividad antioxidante y posteriormente incorporarlos en la formulacion
de un gel topico con posibles beneficios funcionales. En este sentido, la investigacion presentd
un enfoque cuantitativo, ya que se midieron variables como el contenido de compuestos

fendlicos y el porcentaje de inhibicion de radicales libres. Para ello, se emplearon técnicas de



laboratorio y andlisis estadisticos que permitieron validar la eficacia del proceso y de la

formulacion obtenida.

2.2.1 Extraccion polifenoles a partir de la cascara de la vaina de Theobroma cacao L.

Las cascaras de Theobroma cacao L. fueron recolectadas en el canton La Mana,
provincia de Cotopaxi, a partir de frutos de la variedad CCN 51, los cuales constituyen residuos
agroindustriales comtinmente desechados en las fincas del sector.

2.2.1.1 Seleccion, limpieza y preparacion de la materia prima

Los frutos se seleccionaron bajo criterios de calidad fitosanitaria, descartando aquellos
con presencia de hongos, dafios mecénicos o signos de deterioro. Posteriormente, las muestras
fueron sometidas a una limpieza primaria con agua corriente para eliminar restos de tierra e
impurezas. A continuacion, se realizd una limpieza secundaria con agua destilada para asegurar
la remocion de contaminantes superficiales. Finalmente, las cascaras fueron cortadas en
fragmentos de tamafio uniforme, con el fin de facilitar los procesos posteriores de secado y
molienda.

2.2.1.2 Secado y molienda del material vegetal

Los fragmentos obtenidos se distribuyeron en bandejas de acero inoxidable y se
sometieron a secado en estufa a temperaturas entre 40 y 50 °C durante 8—12 horas (Anexo A),
hasta alcanzar peso constante, con el fin de minimizar la humedad residual. Posteriormente, el
material seco fue triturado mediante mortero y luego paso por una lic hasta obtener un polvo
fino y homogéneo, garantizando una granulometria adecuada que favoreci6 el contacto s6lido-
disolvente durante la extraccion (Ramos-Escudero et al., 2023).

2.2.1.3 Proceso de extraccion asistida por ultrasonido

El proceso de extraccion se baso en las metodologias reportadas por Ramos-Escudero
et al. (2023) y Rahayu et al. (2023), las cuales fueron adaptadas a las caracteristicas
fisicoquimicas de la matriz vegetal y a las condiciones operativas del laboratorio. Se empled
extraccion asistida por ultrasonido debido a su eficiencia en la liberacion de compuestos
fenolicos mediante fendmenos de cavitacion acustica.

La extraccion se realizd6 con un volumen final de 100 mL, utilizando relaciones
solido:liquido de 1:6 y 1:20 (p/v). Como disolvente se emplearon mezclas hidroalcoholicas de
etanol al 50 % y 70 % (v/v). Estas mezclas se seleccionaron debido a que el agua incrementa
la polaridad del medio y favorece la formacién de puentes de hidrogeno con los grupos
hidroxilo de los compuestos fenolicos, mientras que el etanol reduce la polaridad global,

facilitando la solubilizacion de compuestos menos polares. Adicionalmente, el etanol es un
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disolvente seguro y compatible con aplicaciones cosméticas, lo que respalda su uso en este tipo
de procesos.

Una vez pesado el material vegetal, este fue colocado directamente en matraces
Erlenmeyer de 100 mL, donde se afiadi6 el volumen correspondiente de disolvente segiin cada
tratamiento experimental. Posteriormente, las mezclas fueron sometidas a agitacion magnética
durante 30 minutos para asegurar una adecuada humectacion del material vegetal. A
continuacion, los matraces se sometieron a un bafio ultraséonico a 40 kHz durante 30 minutos,
evaluando temperaturas entre 30 y 40 °C. Estas condiciones favorecieron la disrupcion celular
y la liberacion de metabolitos de interés.

Finalizado el proceso, los extractos fueron filtrados mediante papel de filtro para
eliminar residuos so6lidos y obtener soluciones homogéneas. Los filtrados se almacenaron en
frascos ambar, protegidos de la luz y se utilizaron inmediatamente en las etapas posteriores de
analisis.

2.2.1.4 Cuantificacion del contenido total de polifenoles

El contenido total de polifenoles se determind mediante el método de Folin—Ciocalteu
en microplaca, siguiendo la metodologia descrita por Bobo-Garcia et al. (2015) con
adaptaciones. Se tomaron 20 pL de cada extracto previamente diluidos en proporciones 1:20 y
1:40 y se colocaron en una microplaca de 96 pocillos. Posteriormente, se afiadieron 100 pL del
reactivo Folin—Ciocalteu diluido 1:4 (v/v) y se agitdé durante 60 segundos. La mezcla se dejo
reposar 240 segundos.

A continuacion, se agregaron 75 pL de una solucién de carbonato de sodio (Na2COs,
100 g-L™) y se agitd nuevamente durante 1 minuto. La placa se incubo a temperatura ambiente,
protegida de la luz, durante 2 horas para el desarrollo de la reaccién. La absorbancia se midid
a 750 nm utilizando un lector de microplacas.

La curva de calibracion se elaboré empleando acido galico (10200 mg-L™) bajo las
mismas condiciones experimentales. Los datos obtenidos se ajustaron mediante regresion
lineal, aceptando valores con R? > 0,99. La concentracion de polifenoles se calculd por
interpolacion en la curva de calibracion y se expres6 como mg equivalentes de acido galico por
litro (mg GAE-L™). Posteriormente, este valor se utilizd para determinar la masa total de
polifenoles recuperados.

El contenido total polifendlico (CTP) se expres6 como mg equivalentes de acido galico
por gramo de muestra seca (mg GAE/g), para lo cual se empled la ecuacion (1), permitiendo

evaluar la eficiencia de la extraccién y comparar los diferentes tratamientos experimentales.

20



Este parametro se utiliz6 como variable de respuesta en el disefio experimental descrito en la
seccion 2.2.1.5.

GAE
CTP — (mg GAE)
(g de muestra)

(1)

2.2.1.5 Diseiio experimental del proceso de extraccion

Para optimizar el proceso de extraccion asistida por ultrasonido, se aplicd un disefio
factorial completo 23, el cual permitié estudiar simultaneamente la influencia individual y
combinada de tres factores experimentales clave. Este tipo de disefio se selecciond debido a
que ofrece una evaluacion eficiente de los efectos principales y de las interacciones entre los
factores, utilizando un numero reducido de experimentos y manteniendo un alto nivel de
validez estadistica. En este estudio, los factores independientes fueron:

* A — Concentracion de etanol (nivel bajo 50 % v/v, nivel alto 70 % v/v)

* B — Relacion solido:liquido (S/L) (nivel bajo 1:20, nivel alto 1:6)

* C— Temperatura del bafio (nivel bajo 30 °C, nivel alto 40 °C)

En la Tabla 2 se mostr6 el plan factorial correspondiente al disefio experimental 23,
donde se detallaron las combinaciones de niveles bajo y alto de los factores estudiados:
concentracion de etanol (A), relacion S/L (B) y temperatura del bafio ultrasonico (C). Este
corrido experimental permitié visualizar de manera ordenada cada tratamiento propuesto,
facilitando el analisis sistematico de los efectos principales y de las posibles interacciones entre
los factores sobre la eficiencia del proceso de extraccion asistida por ultrasonido.

Tabla 2

Propuesta de diseiio experimental 2° en base al disolvente, relacion y temperatura.

Corrida A B C A(viv) B(plv) C(°C)
(Disolvente) (Relacion S/L) (Temp.)
1 -1 -1 -1 50% 1:20 30
2 +1 -1 -1 70% 1:20 30
3 -1 +1 -1 50% 1:6 30
4 +1 +1 -1 70% 1:6 30
5 -1 -1 +1 50% 1:20 40
6 +1 -1 +1 70% 1:20 40
7 -1 +1 +1 50% 1:6 40
8 +1 +1 +1 70% 1:6 40

Nota. Elaboracion propia
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La combinacion de los niveles establecidos para cada factor gener6 ocho tratamientos
experimentales. Cada uno de los tratamientos se realizo por triplicado (n = 3) con el fin de
asegurar la confiabilidad de los resultados y reducir la variabilidad experimental.

2.2.1.6 Analisis estadistico

El procesamiento estadistico de los datos se llevd a cabo utilizando el programa
Statgraphics Centurion 19 (version de prueba), empleando el andlisis de varianza (ANOVA)
correspondiente al disefio factorial 23. Para la interpretacion de los resultados se adopto un nivel
de confianza del 95 %, por lo que valores de p inferiores a 0,05 indicaron que un factor o
interaccion ejercio un efecto significativo sobre la eficiencia de extraccion. Este procedimiento
permitid identificar de manera precisa cudles variables del proceso contribuyeron de forma
relevante a las variaciones observadas en la respuesta, facilitando la comprension del
comportamiento del sistema bajo las distintas combinaciones de condiciones experimentales y
determinando los factores que influyeron significativamente sobre la variable de respuesta

seleccionada, el contenido total de polifenoles.

2.2.2 Determinacion de la actividad antioxidante del extracto de polifenoles

La actividad antioxidante del extracto obtenido a partir del disefio experimental fue
evaluada mediante el método del radical DPPH.

2.2.2.1 Ensayo DPPH

El ensayo se realizdo en microplaca siguiendo las condiciones propuestas por Bobo-
Garcia et al. (2015). En cada pocillo se afiadieron 20 pL de la muestra (previamente diluida
cuando fue necesario) y 180 puL de una solucion de DPPH a 150 pmol-L™" preparada en una
mezcla metanol-agua (80:20, v/v). La microplaca fue agitada durante 60 segundos y la reaccion
se mantuvo durante 40 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo,
se registro la absorbancia a 515 nm empleando un lector de microplacas.

2.2.2.2 Elaboracion de la curva estandar de Trolox

Se construy6 una curva estandar utilizando Trolox en el rango de 50-500 pmol-L™,
siguiendo la misma metodologia del ensayo DPPH. Para ello, se reemplazaron los 20 puL de
muestra por 20 pL de Trolox en sus diferentes concentraciones. Posteriormente, empleando la
ecuacion 2, se calculo el porcentaje de DPPH neutralizado.

(Amuestra - Ablanco)

% Innhibicién DPPH (%I) = [1 - ] £ 100 )

(Acontrol - Ablanco)
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En esta expresion, A muestra cOrresponde a la absorbancia de la muestra o estandar; A
control €S 1a absorbancia de 20 puL de agua con 180 pL de solucién de DPPH; y A blanco €S la
absorbancia de 20 pL de agua con 180 pL de metanol-agua (80:20). Los resultados se

expresaron como pmol-L™! de equivalentes de Trolox a partir de la curva de calibracion.

2.2.3 Elaborar un gel topico a base del extracto de polifenoles.

En esta etapa se formul6 un gel tdpico a partir del extracto polifendlico, cuya actividad
antioxidante fue previamente determinada. El objetivo principal fue incorporarlo de forma
homogénea en la base gelificada y ajustar las condiciones de formulacion para obtener un
producto fisicamente estable, con pH, viscosidad y textura adecuados, de modo que se
conservara y se aprovechara al maximo su actividad antioxidante en la aplicacion sobre la piel.

2.2.3.1 Proceso de concentracion del extracto mediante rotavapor

El extracto hidroalcohoélico de polifenoles, con un volumen aproximado de 200 mL, se
concentrd en un rotavapor. Se utilizé un matraz de evaporacion de 1 L, de modo que el liquido
ocupd solo una parte del volumen disponible, permitiendo la formacion de una pelicula delgada
sobre las paredes, lo cual mejord la transferencia de calor y disminuyo el riesgo de sobrellenado
o arrastre de muestra. De acuerdo con las condiciones descritas por Kulikova et al. (2023), el
matraz de evaporacion se coloco con un angulo de inclinacion de 25° y se fijé una velocidad
de rotacion de 280 rpm; la temperatura del bafio se ajustd entre 60 - 65°C y la del refrigerante
del condensador entre 10-20 °C, trabajando bajo vacio suave para favorecer una ebullicion
controlada.

El proceso se mantuvo hasta observar una reduccion notable del volumen y un aumento
de la concentracion del extracto. Una vez finalizado el proceso de concentracion, se estimo el
contenido de compuestos fendlicos presente en el extracto concentrado a partir de la cantidad
total de polifenoles obtenida en el tratamiento éptimo de extraccion. Para ello, se asumid que
los compuestos fendlicos permanecieron estables durante la etapa de concentracion y que la
reduccion de volumen se debid principalmente a la eliminacion del solvente.La masa total de

polifenoles presentes en el extracto se calculé mediante la ecuacion (3).

GAE

Mpolifenoles(mg GAE) = Cinicial (mg E) * Vinicial (mL) (3)

Donde:
e M palifenoles = Masa total de polifenoles (mg GAE)
e Cinicia = concentracion de polifenoles del tratamiento 6ptimo (mg GAE/mL)

e Vinicia = volumen inicial del extracto antes de la concentracion (mL)
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Posteriormente, el contenido de polifenoles del extracto concentrado se estimd

mediante la ecuacion (4):

Mpolifenoles

Cope = — 22055 4
ext mext ( )

Donde:
e Cext = contenido de polifenoles en el extracto concentrado (mg GAE/Q)
e M paiifenoles = masa total de polifenoles presentes en el extracto (mg GAE)
e M e = masa final del extracto concentrado (g)

Este céalculo permitié conocer la cantidad efectiva de polifenoles disponibles en el
extracto concentrado, garantizando una incorporacion controlada y reproducible del principio
activo en las distintas formulaciones del gel.

2.2.3.2 Desarrollo del gel con incorporacion del extracto de polifenoles

La formulacion del gel se llevd a cabo combinando la metodologia ejecutada por
Kassymova & Zhusupova (2024) y Krongrawa et al. (2018), con tres formulaciones
experimentales presentadas en la Tabla 3 que difirieron Gnicamente en la concentracion del
extracto polifenolico obtenido de la cascara de la vaina del cacao. Estas variaciones permitieron
evaluar el efecto de diferentes porcentajes del principio activo sobre la actividad biologica del
gel.

Tabla 3

Formulaciones propuestas de gel topico con extracto de polifenoles.

Componente Funcion principal FormulaA FoéormulaB Formula C
(% m/m) (% m/m) (% m/m)
Extracto Activo antioxidante / 3,0 5,0 7,0
polifenolico fuente de polifenoles
Carbopol 940  Gelificante hidrofilico 1,0 1,0 1,0
Glicerina Humectante / emoliente 4,00 4,00 4,00
Propilenglicol Cosolvente, 10,0 10,0 10,0
humectante,
potenciador de
penetracion
Etanol 96 % Cosolvente para el 9,50 (10 9,50 (10 9,50 (10
(V/v) extracto, co-penetrante  mL/100g) mL/100g) mL/100 g)
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Metilparabeno Conservante 0,10 0,10 0,10

antimicrobiano
Trietanolamina Neutralizante del 1,50 1,50 1,50
(TEA) carbomero y ajuste de
pH
Agua Vehiculo acuoso cs.p.100g cs.p.100g c.s.p. 100 g

purificada

La seleccion del carbopol 940 como agente gelificante se justifico por su amplia
utilizacion en formulaciones topicas, su capacidad para formar geles transparentes y estables y
su compatibilidad con sistemas hidroalcohdlicos. De igual manera, el propilenglicol y el etanol
se emplearon como cosolventes y potenciadores de la penetracion cutanea del extracto de
polifenoles, mientras que el metilparabeno actué como conservante y la trietanolamina se
utilizd para neutralizar el carbopol 940 y ajustar el pH a valores compatibles con la piel,
aproximadamente entre 5,5-5,8 (Krongrawa et al., 2018).

2.2.3.2.1 Preparacion y pesado de los compuestos

Se prepararon tres formulaciones de gel A, B y C, con la misma composicion de
excipientes y distinto porcentaje de extracto polifendlico (3, 5y 7 % m/m, respectivamente).
Para cada formulacion se elabor6 un lote de 30 g.

En primer lugar, se pesaron por separado todos los componentes de la formulacion, de
acuerdo con los porcentajes establecidos en la Tabla 3 de composicidn: extracto polifenolico,
carbopol 940, glicerina, propilenglicol, metilparabeno, trietanolamina (TEA), etanol al 96 %
(v/v) y agua purificada. Se verificd que todo el material de vidrio y los utensilios estuvieran
limpios y secos antes de iniciar el proceso, para evitar contaminacion o variaciones en el peso
de los componentes.

2.2.3.2.2 Preparacion de la fase acuosa y dispersion del carbopol 940

Para la preparacion de esta fase, se colocd en un vaso de precipitacion la cantidad
correspondiente de agua purificada y se afadio la glicerina, mezclando hasta obtener una
soluciéon homogénea. Posteriormente, se incorpor6 la solucién de metilparabeno previamente
disuelta en propilenglicol mediante calentamiento suave en bafio Maria, manteniendo la
temperatura alrededor de 50 + 5 °C hasta lograr su completa solubilizacion, de modo que el
conservante quedara uniformemente distribuido. Sobre esta mezcla se espolvore6 el carbopol
940 mientras se agitaba de forma constante, permitiendo que el polimero se dispersara
completamente. La dispersion se dejo reposar toda la noche a 4 °C para que el carbopol se

hidratara y se formara una matriz coloidal uniforme.
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2.2.3.2.3 Preparacion de la fase hidroalcohdlica con el extracto

En paralelo, se prepar6 la fase hidroalcohélica que contenia el extracto polifendlico.
Para cada formulacion se peso la cantidad correspondiente de extracto (3,5 0 7,5 g) y se colocod
en un vaso limpio. Sobre este se afiadi6 el volumen de etanol al 96 % previsto en la formulacion
de la Tabla 3. La mezcla se agit6 hasta lograr la disolucion o dispersion homogénea del extracto
en el etanol, empleando agitacion magnética o manual y protegiendo la preparacion de la luz y
de la evaporacion excesiva del disolvente.

2.2.3.2.4 Neutralizacion del carbopol 940 y formacion del gel base.

Una vez hidratado el carbopol en la fase acuosa humectante, se procedio a la
neutralizacion afadiendo trietanolamina de forma gradual, bajo agitaciéon suave. La
incorporacion de la TEA aument6 el pH del sistema y provocé la transicion de una dispersion
fluida a un gel de mayor viscosidad. Durante este proceso se controlé el pH con un
potenciometro y se ajustd la cantidad de trietanolamina hasta situarlo aproximadamente entre
5,5y 6,0, rango adecuado para la aplicacion topica.

2.2.3.2.5 Incorporacion de la fase hidroalcohdlica y ajuste de peso.

Cuando la base gel estuvo formada y neutralizada, se incorpord lentamente la fase
hidroalcohoélica que contenia el extracto polifendlico, manteniendo una agitacién constante
pero suave para evitar la formacion de burbujas de aire. Se mezcld hasta obtener un gel de color
uniforme y sin grumos. Posteriormente, se verifico el peso total del preparado y, si fue
necesario, se afiadié agua purificada para completar los 100 g, homogeneizando nuevamente
el sistema. Se reviso la apariencia y se confirmé que el pH permaneciera dentro del rango
establecido.

2.2.3.2.6 Envasado, rotulado y almacenamiento

Finalmente, el gel se envasd en recipientes limpios, preferentemente opacos o de color
ambar, que se cerraron herméticamente. Cada envase se rotul6 con el cédigo de formulacion
(A, B o C), el contenido y la fecha de elaboracion. Los productos se almacenaron en
condiciones controladas de temperatura hasta la realizacion de los estudios de caracterizacion
fisicoquimica, actividad antioxidante y calidad microbioldgica.

2.2.3.3 Caracterizacion fisicoquimica y evaluacion biologica del producto final

Se tomo6 como referencia los criterios de aceptacion descritos por Krongrawa et al.
(2018) y Darsono et al. (2024) en dicho trabajo se evalua de forma sistematica diferentes

criterios fisicoquimicos presentes en la Tabla 4.
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Tabla 4

Criterios de aceptacion para las propiedades fisicoquimicas del gel.

Parametro Criterio de aceptacion Metodologia
Apariencia  Gel uniforme, sin Inspeccion visual directa
separacion de fases, sin
precipitados visibles
Color Caracteristico del extracto Inspeccion visual directa
de polifenoles, sin cambios
evidentes  durante el
almacenamiento
Olor Caracteristico, sin olores Evaluacion organoléptica
extrafios o indicios de
degradacion
Homogeneidad Ausencia de  grumos, Inspeccion visual directa
particulas agregadas o
fases diferenciadas
pH Valores comprendidos El pH se medi6 directamente en el gel
aproximadamente entre 5,5 con un potenciometro previamente
y 6,0 calibrado, registrando la lectura una
vez estabilizada. Cada formulacion se
analizo por triplicado (Krongrawa et
al., 2018).
Viscosidad ~ Especificacion general En el viscosimetro se selecciond y

para geles con Carbomeros

NF: 10 000 — 35 000 cP

acoplo el husillo 4. Se coloco el vaso
en el soporte y se bajo el husillo hasta
la marca indicada por el fabricante. Se
fij6 una velocidad de 20.0 rpm y se
dejo girar hasta que la lectura se
estabilice. Se registré el valor de
viscosidad en cP y se repetid las
mediciones tres

veces para cada
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formulacion, reportando el promedio
(Unid States Pharmacopeial, 2018).
Extensibilidad Requisito general para Se coloco 0,5 g de gel en el centro de
geles: 5—7 cm. una placa de vidrio marcada con un
circulo de 2 cm de diametro. Se cubri6
con otra placa y se aplico un peso de
200 g durante 1 min. Se medio el
diametro de la mancha (Unid States

Pharmacopeial, 2018).

Por otra parte, la evaluacion quimica del gel se realizé mediante la determinacion de su
actividad antioxidante frente al radical DPPH, siguiendo el procedimiento descrito en el
apartado 2.2.2. Los resultados se expresaron como porcentaje de inhibicion (%I) y como
concentracion equivalente de Trolox. Para la seleccion de la formulacion 6ptima, se realizé una
comparacion de la actividad antioxidante entre las diferentes formulaciones evaluadas,

selecciondndose aquella que presentd el mejor desempeiio en dicha determinacion.
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Extraccion de polifenoles a partir de la cascara de la vaina de Theobroma cacao L.

En la Tabla 5 se presentan los resultados del contenido total de polifenoles (CTP),
expresados como mg GAE/g de muestra seca, obtenidos a partir de la curva de calibracion del
acido gélico, la cual presento una ecuacion lineal de y = 0,0084x + 0,447 (Anexo B).

Tabla S

Contenido de polifenoles de los diferentes tratamientos.

Tratamiento  Factor A Factor B Factor C CFT (mg
Etanol (%) Relacion S/L Temp. (°C) GAE/g)
1 50 1:20 30 15.49
2 70 1:20 30 19.03
3 50 1:6 30 8.27
4 70 1:6 30 10.05
5 50 1:20 40 17.90
6 70 1:20 40 17.58
7 50 1:6 40 9.67
8 70 1:6 40 8.85

Nota. Elaboracion propia

Los resultados obtenidos mostraron variaciones en el contenido de polifenoles entre los
distintos tratamientos, con valores comprendidos entre 8,27 y 19,03 mg GAE/g, lo que
evidencia diferencias en la eficiencia de extraccion. El mayor rendimiento se registrd en el
tratamiento 2, correspondiente al uso de un disolvente con 70 % de etanol y una relacion S/L
de 1:20 (5 g de material vegetal/100 mL de disolvente). En contraste, otros tratamientos
presentaron valores considerablemente menores, indicando un comportamiento no uniforme
en la respuesta experimental. Estas variaciones sugieren una posible influencia de los factores
evaluados sobre el proceso de extraccion, por lo que se realizé un andlisis de varianza (Tabla

6) con el fin de determinar la significancia estadistica de dichas diferencias.
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Tabla 6

Analisis de varianza para el CTP

Fuente Suma de Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados

A:Etanol (%) 6,58354 1 6,58354 33,37 0,0000
B:Solucion S/L 411,93 1 411,93 2087,70 0,0000
C:Temp.(°C) 0,513338 1 0,513338 2,60 0,1263
AB 1,9097 1 1,9097 9,68 0,0067
AC 15,6009 1 15,6009 79,07 0,0000
BC 0,222337 1 0,222337 1,13 0,3042
ABC 0,585937 1 0,585937 2,97 0,1041
Error total 3,157 16 0,197312

Total (corr.) 440,503 23

Nota. Elaboracion propia

De acuerdo con la Tabla 6, el analisis de varianza evidencioé que los factores A (%
etanol) y B (relacion S/L) presentan un efecto significativo sobre el contenido total de
polifenoles (p < 0,05). Las interacciones AB y AC resultaron significativas, mientras que el
factor C (temperatura) y las interacciones BC y ABC no mostraron efecto significativo.

Con el proposito de identificar la magnitud e influencia de cada variable sobre el
proceso de extraccion, se elabord el diagrama de Pareto mostrado en la Figura 5.

Figura 5§

Diagrama de Pareto de los efectos de las variables independiente
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En la Figura S se evidencia que la relacion S/L corresponde al factor con mayor efecto
estandarizado y presenta una influencia negativa sobre la respuesta. Esto indica que una menor
proporcion de material vegetal favorece la obtencion de mayores concentraciones de
polifenoles. Por otra parte, el porcentaje de etanol mostré un efecto positivo, lo que sugiere que
el incremento en la concentracion del disolvente mejora la capacidad de extraccion de
compuestos fendlicos presentes en la matriz vegetal.

Con la finalidad de visualizar el comportamiento individual de las variables estudiadas
sobre la respuesta experimental, se desarroll6 la grafica de efectos principales (Figura 6).

Figura 6

Grdfica de efectos principales
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En la Figura 6 se observa que el factor A (% de etanol), al pasar de un nivel bajo (50
% de etanol) a un nivel alto (70 % de etanol), incrementé significativamente la extraccion de
polifenoles, siendo el tratamiento con 70 % de etanol el que present6 el mayor rendimiento
extractivo.

Basandose en Dewi et al. (2022) este comportamiento se relaciona con la estructura
quimica de los polifenoles, ya que estos compuestos poseen grupos hidroxilo (-OH) y anillos
aromaticos en su estructura molecular. La mayor proporcion de etanol favorece la interaccion
con las regiones aromaticas de los compuestos fenolicos, aumentando su solubilidad y
facilitando su transferencia hacia el medio extractante. Ademas, la presencia de agua en la
mezcla contribuye a la penetracion del solvente en la matriz vegetal y a la liberacion de los
metabolitos de interés. Debido a ello, soluciones hidroalcohdlicas con concentraciones
cercanas al 70 % de etanol suelen proporcionar mayores rendimientos de extraccion y mejor
recuperacion de compuestos fenolicos en comparaciéon con concentraciones menores o

solventes completamente acuosos.
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Ademés, para el factor B (relacion S/L) se observd una variacion marcada entre los
niveles evaluados. El nivel bajo correspondiente a la relacion 1:20, en la que se emplearon 5 g
de material vegetal en 100 mL de disolvente, presentd una mayor concentracion de polifenoles,
evidenciando una extracciéon mas eficiente. En contraste, el nivel alto correspondiente a la
relacion 1:6, donde se utilizaron 16,67 g de material vegetal en el mismo volumen de
disolvente, mostré una menor recuperacion de compuestos fenolicos. En contraste, cuando se
emplean mayores volumenes de material vegetal, el sistema puede saturarse rapidamente,
limitando la capacidad de extraccion de metabolitos bioactivos. En este contexto, Rebollo-
Hernanz et al. (2021), reportaron que el incremento de la relacion S/L mejora
significativamente el rendimiento extractivo debido a la mayor disponibilidad de solvente para
interactuar con la matriz vegetal. De manera similar, Jovanovi¢ et al. (2021) corroboran que
la relacion S/L elevadas permiten reducir la saturacion del solvente y aumentar la eficiencia de
extraccion.

En cuanto a la temperatura, su efecto no fue significativo de manera individual; sin
embargo, su interaccion con el etanol sugiere que su influencia depende de la combinacién de
factores. Este comportamiento ha sido descrito por Sanchez et al. (2023), indica que, aunque
el incremento de temperatura puede mejorar la difusion, también puede favorecer la
degradacion de compuestos fendlicos bajo ciertas condiciones.

Al comparar los resultados obtenidos con estudios previos, se observa que el contenido
de polifenoles determinado en esta investigacion fue considerablemente superior a los valores
reportados en la literatura. Rebollo-Hernanz et al. (2021), evaluaron la extraccion de
compuestos fenolicos a partir de cdscara de cacao mediante un proceso de extraccion acuosa
verde, obteniendo un valor 7,33 mg GAE/g bajo condiciones 6ptimas de 100 °C, 47,5 min y
una relacion S/L de 0,02 g/mL. La diferencia observada puede atribuirse principalmente al
método de extraccion empleado, ya que dichos autores utilizaron Unicamente agua como
solvente, mientras que en el presente estudio se empled etanol al 70 %, favoreciendo una mayor
recuperacion de compuestos fenolicos.

De manera similar, Rahayu et al. (2023) reportaron un contenido de 5,94 mg GAE/g
utilizando cascara de cacao y etanol al 70 % como solvente de extraccion. No obstante, estas
diferencias pueden atribuirse principalmente a la mayor proporcion de material vegetal
empleada en dichos trabajos respecto al volumen de disolvente utilizado, lo que puede generar
una rapida saturacion del medio extractante y limitar la transferencia de masa. En este sentido,
los valores obtenidos en la presente investigacion, que alcanzaron hasta 19,03 mg GAE/qg,

evidencian una mejora significativa en el rendimiento de extraccién, confirmando que la
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optimizacion de factores como la relacion S/L y la concentracion del disolvente favorece la

recuperacion de compuestos fendlicos.

3.1.2 Determinacion de la actividad antioxidante

La determinacion de la actividad antioxidante se realizd6 mediante el método DPPH
empleando Trolox como estandar de referencia, con el fin de establecer una curva de
calibracion que permitiera cuantificar la capacidad antioxidante del extracto obtenido. Para
ello, se prepararon diferentes concentraciones del estandar y se registr6 la absorbancia a 515
nm, obteniéndose una relacion lineal entre la concentracion de Trolox y la respuesta
espectrofotométrica. La ecuaciéon de la recta obtenida fue y=0,1694x + 2,2329 con un
coeficiente de determinacion (R?) de 0,9984, evidenciando una adecuada linealidad del método
analitico utilizado (Anexo C y D).

Posteriormente, con base en el mejor tratamiento obtenido durante la extraccion de
polifenoles (T2), se realizé la evaluacion por triplicado, con el proposito de determinar la
capacidad del extracto para neutralizar radicales libres. Los resultados experimentales
obtenidos fueron promediados y se presentan en la Tabla 7, expresando la actividad
antioxidante del extracto en funcion de su capacidad de inhibicién del radical DPPH.

Tabla 7

Determinacion de la actividad antioxidante

Tratamiento Absorbancia % de inhibicion Concentracion
(515 mn) [uM trolox /L]
2 0.23 £0.0036 71,28 407,596

Nota. Elaboracion propia (Anexo E).

Los resultados obtenidos evidenciaron que el tratamiento T2 presenté una importante
capacidad antioxidante, alcanzando un porcentaje de inhibicion del radical DPPH de 71,28%.
Estos resultados indican la presencia de compuestos con capacidad donadora de electrones o
atomos de hidrégeno, los cuales contribuyen a la neutralizacion de radicales libres. En este
sentido, Alexandrino et al. (2021) reportaron que extractos vegetales ricos en compuestos
fenolicos presentaron elevada actividad antioxidante mediante el método DPPH, atribuyendo
este comportamiento a la capacidad reductora de los polifenoles presentes en los extractos. De
manera similar, Yu et al. (2021) sefalaron que existe una relacion directa entre el contenido
fendlico y la capacidad antioxidante de extractos vegetales evaluados por métodos

espectrofotométricos como DPPH y ABTS.
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La adecuada linealidad obtenida en la curva de calibracion (R? = 0.9984) evidencia la
confiabilidad del método analitico empleado para la cuantificacion de la actividad antioxidante.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Kadir, (2021) quien indic6 que métodos
basados en DPPH presentan alta reproducibilidad y sensibilidad para evaluar extractos ricos en
compuestos fenolicos. Del mismo modo, Wang et al. (2021) mencionaron que los extractos
obtenidos mediante solventes hidroalcohdlicos muestran mayor capacidad de captura de
radicales libres debido a la eficiente extraccion de metabolitos fendlicos antioxidantes.

Al comparar los resultados con estudios previos que emplearon etanol al 70 % como
solvente, Rachmawaty et al. (2019) reportaron un porcentaje de inhibicién del DPPH de
61,583 % para el extracto de cascara de mazorca de cacao obtenido por maceracion. Aunque
el valor obtenido en esta investigacion fue moderadamente superior, las diferencias pueden
explicarse principalmente por las condiciones de extraccion. En el presente trabajo se utiliz6
extraccion asistida por ultrasonido durante 30 minutos a 30 °C, mientras que el estudio
analizado emplearon maceracion durante 48 horas con una relacion solido:liquido mas
concentrada (1:3). Estas condiciones mas intensas en tiempo pudieron permitir una mayor
liberacion de compuestos fenolicos en su estudio.

A pesar de la diferencia observada, el porcentaje de inhibicion obtenido (71,28 %) sigue
siendo relevante y demuestra el potencial antioxidante de la cascara de cacao CCN-51 cultivada
en Ecuador cuando se emplea etanol al 70 % como solvente. Este resultado es consistente con
el alto contenido de polifenoles extraidos y refuerza el valor de este residuo agroindustrial para

aplicaciones en formulaciones cosméticas.

3.1.3 Elaboracion un gel topico a base del extracto de polifenoles.

3.1.3.1 Concentracion del extracto polifenélico mediante rotavapor

Con el fin de disponer de una fuente concentrada de compuestos fendlicos para la
elaboracion de los geles topicos, se determind el contenido de polifenoles presente en el
extracto obtenido tras el proceso de concentracion y se registraron los pardmetros necesarios
para calcular la cantidad de compuestos fenolicos disponibles por unidad de masa de extracto,
informacion fundamental para establecer la dosificacion del principio activo en las

formulaciones desarrolladas. Los resultados se presentan en la Tabla 8.
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Tabla 8

Parametros obtenidos del extracto concentrado empleado para la formulacion del gel topico.

Parametro Unidad Valor
Volumen inicial del extracto mL 200
Concentracion de polifenoles mg GAE/mL 19,03
Volumen final del extracto mL 40
Masa del extracto concentrado g 44,92

Nota. Elaboracion propia.

Los calculos realizados (Anexo F) a partir de los datos presentados en la Tabla 8,
empleando las ecuaciones (3) y (4), permitieron estimar un contenido de polifenoles de 84,73
mg GAE/g en el extracto concentrado. Este valor permitido cuantificar la cantidad de
compuestos fendlicos presentes por unidad de masa del extracto y sirviéo como referencia para
establecer la proporcion de principio activo incorporada en cada una de las formulaciones del
gel topico.

Al comparar estos resultados con estudios recientes, se observa que los valores
obtenidos se encuentran dentro de los rangos reportados para extractos de cascara de cacao
obtenidos mediante solventes hidroalcoholicos. En este sentido, Anatachodwanit et al. (2025)
reportaron contenidos fendlicos de hasta 170,98 mg GAE/g de extracto en cascara de cacao,
atribuyendo este comportamiento a la capacidad de los sistemas hidroalcohdlicos para
favorecer la extraccion y recuperacion de compuestos fendlicos presentes en la matriz vegetal.
Aunque dicho valor fue superior al obtenido en la presente investigacion, las diferencias
observadas pueden atribuirse a que en este caso a pesar del solvente se hidroalcohdlico este se
encontraba acidificado, condiciéon que favorece la ruptura de interacciones entre los
compuestos fenolicos y la matriz vegetal.

3.1.3.2 Formulacion de los geles topicos

Una vez determinado el contenido de polifenoles del extracto concentrado, se
elaboraron tres formulaciones de gel topico cuyas composiciones se encuentran descritas en la
Tabla 3. Las formulaciones difirieron inicamente en la concentracion del extracto polifendlico
incorporado, con el proposito de evaluar la influencia de este factor sobre las propiedades
fisicoquimicas y la actividad antioxidante del producto final. La Figura 7 muestra el aspecto

general de las formulaciones obtenidas después de su elaboracion.
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Figura 7
Formulaciones de gel topico elaboradas con diferentes concentraciones de extracto

polifendlico de cascara de vaina de cacao

Nota. Elaboracion propia

Por otra parte, considerando que el extracto concentrado presentd un contenido de 84,73 mg
GAE/g, se estimo la cantidad de compuestos fenolicos incorporados en cada formulacién a
partir de la masa de extracto utilizada en los lotes de 30 g. Los resultados obtenidos se presentan
en la Tabla 9.

Tabla 9

Cantidad estimada de extracto y polifenoles incorporados en las formulaciones de gel topico.

Formulacion Extracto incorporado (g) Polifenoles incorporados (mg GAE)
A (3%) 0,90 76,26
B (5%) 1,50 127,10
C (7%) 2,10 177,93

Nota. Los valores fueron estimados a partir del contenido de polifenoles del extracto
concentrado mencionado anteriormente.

3.1.3.3 Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones

Con el fin de verificar la calidad de las formulaciones obtenidas y su adecuacion para
la aplicacion topica, se evaluaron parametros organolépticos y fisicoquimicos considerados
relevantes para este tipo de sistemas semisolidos. Entre ellos se incluyeron la apariencia, color,
olor, homogeneidad, pH, viscosidad y extensibilidad. Los resultados obtenidos para cada

formulacion se presentan en la Tabla 10.

36



Tabla 10

Caracterizacion fisicoquimica de las formulaciones de gel topico elaboradas con extracto

polifendlico.
Parametro Formulacion A  Formulacion B Formulacion Criterio de
(3%) (5%) C (7%) aceptacion
Apariencia Cumple Cumple Cumple Gel uniforme,
sin separacion
de fases
Color Transparente con  Transparente con  Transparente Caracteristico
un leve tono piel un leve tono con un tono
amarillo amarillo
Olor Caracteristico Caracteristico ~ Caracteristico  Caracteristico
Homogeneidad Cumple Cumple Cumple Sin grumos ni
particulas
visibles
pH 5,63 £ 0,075 5,69 + 0,053 5,68 +0,109 5,5-6,0
Viscosidad 17 980 22200 25145 10 000 -35 000
(cP)
Extensibilidad 5,8 5.5 52 5-7
(cm)

Nota. Las evidencias fotograficas de las determinaciones de pH, viscosidad y extensibilidad

realizadas para las diferentes formulaciones se presentan en los Anexos G, H, I, J y Kg.

En cuanto a las caracteristicas organolépticas, todas las formulaciones presentaron una

apariencia uniforme, ausencia de separacion de fases, olor caracteristico y adecuada
homogeneidad. Respecto al color, se observo un incremento gradual de la tonalidad café
parduzca conforme aument6 la concentracion del extracto polifenodlico incorporado,
comportamiento atribuible a la mayor presencia de compuestos fendlicos y otros pigmentos
naturales provenientes de la cascara de la vaina de cacao.

Los valores de pH obtenidos para las formulaciones A, B y C (5,63-5,69) se
encontraron dentro del rango de aceptacion establecido para geles topicos y proximos al pH
fisiologico de la piel. Esto indica una adecuada neutralizacion del Carbopol 940 mediante

trietanolamina y sugiere que la incorporacion del extracto polifendlico no alterd
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significativamente la estabilidad del sistema. De acuerdo con Luki¢ et al. (2021), los geles
formulados con Carbopol presentan un comportamiento 6ptimo cuando el pH se encuentra
cercano a la neutralidad, favoreciendo el desarrollo de sus propiedades gelificantes. De igual
manera, estudios desarrollados por Bayan et al. (2023) reportaron valores de pH cercanos a
6,0 en formulaciones topicas elaboradas con Carbopol 940, Por tanto, los valores obtenidos en
este estudio indican que la incorporacion del extracto polifenolico no altero significativamente
la estructura del sistema gelificado.

Por otra parte, se observo un incremento progresivo de la viscosidad desde 17.980 cP
hasta 25.145 cP conforme aumento6 la concentracion del extracto polifendlico, mientras que
paralelamente la extensibilidad disminuy6 de 5,8 cm a 5,2 cm. Este comportamiento refleja
una relacion inversa entre ambos parametros y es consistente con los principios reologicos
descritos por Budai et al. (2023), quienes sefialan que la viscosidad de los hidrogeles esta
directamente relacionada con la concentracion de los componentes de la matriz polimérica y
con las interacciones entre estos y los principios activos incorporados. En el presente estudio,
el aumento de la concentracion del extracto introdujo una mayor cantidad de compuestos
fendlicos en la red de Carbomer 940, lo que probablemente increment6 el entrelazamiento
(entanglement) de las cadenas poliméricas y las interacciones secundarias (como puentes de
hidrégeno) entre los polifenoles y el polimero, resultando en una mayor resistencia al flujo y
una menor capacidad de extension.

Dado que la extensibilidad es un parametro critico para la dosificacion y la
aceptabilidad de productos topicos, la formulacion A (3%) presenta ventajas sobre las de mayor
concentracion al combinar una viscosidad adecuada con una mayor extensibilidad, lo que
facilitaria su aplicacion uniforme sobre la piel

3.1.3.4 Evaluacion de la actividad antioxidante

Con el proposito de determinar el efecto de la concentracion del extracto polifenolico
sobre la capacidad antioxidante del producto final, se evaluaron las tres formulaciones de gel
mediante el ensayo de captura del radical libre DPPH. Los resultados se expresaron como
porcentaje de inhibicién y como concentracion equivalente de Trolox, permitiendo comparar
la actividad antioxidante de cada tratamiento. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla

11.
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Tabla 11

Actividad antioxidante de las formulaciones de gel topico evaluadas mediante el método

DPPH.
Formulacion ABS % Inhibicion Equivalente Tolox
(nm) (uM/L)
A 0,342 + 0,027 54,028 305,759
B 0,336 £ 0,031 55,029 311,665
C 0,352 £0,020 52,494 296,670

Nota. Elaboracion propia

Los resultados mostraron diferencias moderadas en la actividad antioxidante de las
formulaciones evaluadas. La formulacion B presentd el mayor porcentaje de inhibicion del
radical DPPH (55,029 %), asi como la mayor concentracion equivalente de Trolox (311,665
pM/L), seguida muy de cerca por la formulacion A (54,028 % y 305,759 uM/L). Por su parte,
la formulacion C registrd los menores valores para ambos parametros (52,494 % y 296,670
uM/L).

Los resultados indican que el incremento de la concentracion del extracto polifendlico
desde 3 % hasta 5 % favorecio ligeramente la actividad antioxidante del gel. Sin embargo, al
aumentar la concentracion hasta 7 %, se observd una disminucion de la capacidad captadora
del radical DPPH. Este comportamiento sugiere que la actividad antioxidante de las
formulaciones no dependi6é exclusivamente de la cantidad de extracto incorporado, sino
también de factores relacionados con la interaccion de los compuestos fenolicos con la matriz
gelificada y su disponibilidad efectiva durante el ensayo.

Aunque la formulacién B present6 el valor mas alto de actividad antioxidante, la
diferencia respecto a la formulacién A fue reducida (1,001 % de inhibicién), por lo que ambas
formulaciones exhibieron comportamientos antioxidantes comparables. Considerando ademas
los resultados de viscosidad y extensibilidad, la formulacion A presentd caracteristicas
tecnologicas mas favorables para su aplicacion tdpica, al combinar una elevada actividad
antioxidante con una menor viscosidad y mayor capacidad de extension sobre la superficie de
la piel. En consecuencia, la formulacion A fue seleccionada como la formulacion 6ptima,
debido a que ofrece un equilibrio adecuado entre funcionalidad antioxidante y propiedades

fisicoquimicas de aplicacion.
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Resultados similares han sido reportados por Sulistyowati et al. (2024), quienes
desarrollaron geles antiaging elaborados con fraccion acuosa de hojas de Rubus fraxinifolius y
observaron que el incremento de la concentracion de la fraccion activa no produjo mejoras
proporcionales en la actividad antioxidante determinada mediante DPPH. Los autores
reportaron que la formulaciéon con menor concentracion presentd los mejores resultados
antioxidantes, mientras que formulaciones mas concentradas mostraron una disminucion de
esta actividad, fendmeno atribuido a cambios en la estabilidad del sistema y a las caracteristicas
fisicoquimicas de la formulacion. Estos hallazgos guardan relacion con los resultados
obtenidos en la presente investigacion, donde el aumento de la concentracion del extracto desde
5 % hasta 7 % no mejord la actividad antioxidante del gel y, por el contrario, produjo una ligera
disminucion del porcentaje de inhibicion del radical DPPH.

Diversos estudios han demostrado que los hidrogeles formulados con Carbopol
constituyen sistemas adecuados para la incorporaciéon y conservacion de compuestos con
actividad antioxidante. En este sentido, Zhang et al. (2022) desarrollaron un hidrogel basado
en Carbopol 934 cargado con kaempferol, un flavonoide reconocido por su elevada capacidad
antioxidante, y reportaron que tanto el compuesto libre como la formulacion gelificada
mantuvieron una importante actividad captadora de radicales libres mediante los ensayos de
DPPH vy peréxido de hidrogeno. Los autores también observaron que la matriz polimérica
permitio una adecuada liberacion del compuesto bioactivo, alcanzando porcentajes de
liberacion de hasta 70,89 = 8,91 % a pH 5,4 y 87,90 + 10,13 % a pH 7.,4. Estos resultados
coinciden con lo observado en la presente investigacion, donde las tres formulaciones
elaboradas conservaron una actividad antioxidante superior al 50 % de inhibicion del radical
DPPH, evidenciando que el Carbopol favoreci6 la obtencion de sistemas fisicamente estables
capaces de mantener la funcionalidad antioxidante del extracto polifendlico de cascara de vaina
de cacao.

Por otra parte, aunque la formulacion B presentd el mayor porcentaje de inhibicion
(55,029 %) y la mayor concentracion equivalente de Trolox (311,665 pM/L), la diferencia
respecto a la formulacion A fue reducida, mientras que la formulacion C presentd una ligera
disminucién en ambos pardmetros. Este comportamiento sugiere que la actividad antioxidante
del sistema no dependi6 exclusivamente de la cantidad de polifenoles incorporados.
Investigaciones recientes han sefialado que incrementos en la concentracion de so6lidos
vegetales pueden favorecer fendmenos de agregacion, interacciones intermoleculares o
limitaciones difusionales dentro de la matriz polimérica, reduciendo la disponibilidad efectiva

de los compuestos antioxidantes durante los ensayos in vitro (Samsuar & Hanifa, 2020). En
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consecuencia, los resultados obtenidos indican que la eficiencia antioxidante del gel dependio
no solo de la cantidad de polifenoles incorporados, sino también de su capacidad para
permanecer accesibles y funcionales dentro de la estructura gelificada.

Adicionalmente, las diferencias observadas entre las formulaciones podrian estar
asociadas, en parte, a interferencias analiticas durante el ensayo DPPH. Se observd que las
formulaciones con mayor contenido de extracto presentaron una tonalidad progresivamente
mas intensa, desde un tono piel claro hasta tonalidades amarillas mas marcadas, lo que podria
haber influido en la medicion espectrofotométrica realizada a 515 nm. Diversos estudios han
sefialado que los compuestos coloreados presentes en extractos vegetales pueden absorber
radiacidn en regiones cercanas a la longitud de onda utilizada en el método DPPH, generando
posibles subestimaciones de la capacidad antioxidante real (Kotha et al., 2022). Por tanto,
ademas de las interacciones entre los polifenoles y la matriz gelificada, no se descarta que la
coloracion propia de las formulaciones haya contribuido parcialmente a las variaciones

observadas en los porcentajes de inhibicion obtenidos.

41



CAPITULO 1V.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

Se logré formular exitosamente un gel topico a base de extracto de polifenoles
obtenidos de la cascara de Theobroma cacao L., obteniéndose formulaciones estables y con
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para aplicacion cutanea. Las formulaciones A,B y C
presentaron actividad antioxidante, en un rango de 54% a 55% de inhibicion del radical DPPH,
demostrando que el extracto conservé su capacidad antioxidante tras su incorporacion en la
matriz gelificada y confirmando la viabilidad del aprovechamiento de este residuo
agroindustrial para el desarrollo de productos topicos antioxidantes.

Se consiguiod extraer polifenoles a partir de la cascara de la vaina de Theobroma cacao
L., obteniéndose un contenido maximo de 19,03 mg GAE/g en el tratamiento T2,
correspondiente a 70 % de etanol, relacion S/L 1:20 y 30 °C. El andlisis estadistico evidencid
que la concentracion de etanol y principalmente, la relacion S/L influyeron significativamente
en el rendimiento extractivo, demostrando que la optimizacion de las condiciones de extraccion
permite maximizar la recuperacion de compuestos fendlicos presentes en este residuo
agroindustrial.

La actividad antioxidante del extracto obtenido en el tratamiento 6ptimo (T2) presentd
un porcentaje de inhibicion del radical DPPH de 71,28 % y una capacidad antioxidante
equivalente a 407,596 uM Trolox/L, confirmando la presencia de compuestos fendlicos con
capacidad reductora y neutralizadora de radicales libres. Ademas, la elevada linealidad de la
curva de calibracion (R? = 0,9984) evidencid la confiabilidad del método analitico empleado,
permitiendo concluir que el extracto de polifenoles de la cascara de cacao posee un importante
potencial antioxidante.

Se elaboraron satisfactoriamente tres formulaciones de gel topico con extracto
polifendlico de céscara de vaina de cacao en concentraciones de 3, 5y 7 %. Todas presentaron
caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para su aplicacion topica, incluyendo apariencia
homogénea, ausencia de separacion de fases, valores de pH entre 5,63 y 5,69, viscosidades de
17 980 a 25 145 cP y extensibilidades entre 5,2 y 5,8 cm. Ademas, las tres formulaciones
mostraron una actividad antioxidante superior al 50 % de inhibicion del radical DPPH. Aunque
la formulacion B (5 %) presentd el mayor porcentaje de inhibicion, la diferencia respecto a la
formulacion A (3 %) fue minima, por lo que esta tltima fue seleccionada como la formulacion

optima debido a su mejor extensibilidad y adecuada actividad antioxidante (54,028%).
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3.2. Recomendaciones

Evaluar nuevas relaciones solido/liquido durante el proceso de extraccion asistida por
ultrasonido, incluyendo valores intermedios y superiores a la relacion 1:20, con el fin
de determinar si es posible incrementar ain mas la recuperacion de compuestos
fenodlicos y optimizar el rendimiento extractivo.

Investigar el efecto de otros parametros de extraccion, como diferentes frecuencias
ultrasonicas o concentraciones adicionales de etanol, para establecer condiciones que
maximicen simultdneamente el contenido de polifenoles y la actividad antioxidante del
extracto.

Realizar estudios complementarios de estabilidad acelerada, liberacion de compuestos
activos y permeacion cutanea de la formulacion seleccionada, con el proposito de
verificar la conservacion de la actividad antioxidante durante el almacenamiento y

evaluar su potencial aplicacién cosmética o cosmecéutica a largo plazo.
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ANEXOS
Anexo A

Seleccion de los frutos de Theobroma cacao L., proceso de secado y molienda

Nota: La céscara de la vaina del cacao se fragmento en trozos de 1 —2 cm
Anexo B

Curva de calibracién del Acido Galico
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Anexo C

Datos para la elaboracion de la curva de calibracion de Trolox

Concentracion de Trolox Absorvancia (515 nm) % Inhibicion
50 0.620 10.11
100 0.565 18.79
200 0.454 36.33
300 0.342 54.04
400 0.231 71.56
500 0.145 71.56
Control positivo 0.051 85.15
Blanco 0.684
Anexo D

Curva de calibracion de Trolox

Curva estandar de la capacidad antioxidante
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Anexo E
Valores de la absorbancia correspondiente al extracto de polifenoles antes de la

concentracion

Fisher
Scientific

0676 0701 0688 0.693 0.709 0O 708 D708K(
0042 0695 0.697 0.702 0.703 0.715 0.712 o.7o7ko
C 0042 067 0,688 0.705 0.702 0.706 O.711 0716 ) S

0D 0043 0682 0.¢

E 0041 0A495 0.705 0.707
0041 0080 DOS3 O

1041 0.051 0.051 0.0%

Exportar Guardar como Cerrar

Anexo F

Cdlculo de las ecuaciones (3) y (4)

mg GAE
Mpotifenotes = 19,03 Tl * 200 mL

Mpolifenoles =3806 mg GAE

3806 mg GAE
Cextracto = W

Cextracto = 84,73 mg GAE/S
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Anexo G

Datos de pH obtenidos de las mediciones en el potenciometro.

Formulacion R1 R2 R3 Promedio
A 5.65 5.71 5.53 5.63 +£0.075
B 5.75 5.62 5.69 5.69 +0.053
C 5.61 5.83 5.59 5.68 £0.109

Nota. Elaboracion propia

Anexo H

Fotografias de evidencia los diferentes pH obtenidos

ORION STAR A211

ORION STAR A211

Anexo I

Viscosidad obtenida de las diferentes formulaciones del gel cP = mPa * s

Formulacion R1 R2 R3 Promedio
A 19 000 17 540 17 400 17 980
B 21320 22 860 22420 22200
C 24 360 25740 25336 25 145

Nota. Elaboracion propia
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Anexo J

Fotografias de evidencia de las medidas de la viscosidad

Anexo K

Evidencia de la prueba de extensibilidad
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